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چکیده 


هدف این پژوهش, غربال‌گری باکتری‌های تجزیه کننده سلولز از خاک مناطق جنگلی مازندران و ردیابی ژن رمز کننده آنزیم اندوگلوکاناز در جدایه 
واجد بالاترین فعالیت سلولازی بوده است. جدایه‌های مولد سلولاز با استفاده از رنگ کنگورد در محیط کشت کربوکسی متیل سلولز انتخاب شدند و 
میزان فعالیت اندوگلو کانازی آنها با روش سنجش میزان قند احیای آزاد شده با معرف دی نیتروسالیسیلیک اسید اندازه‌گیری شد. شناسایی گونه باکتری‌ها 
از طریق تکثیر و توالی یابی 1173۸ 165 انجام شد. همچنین, تولید آنزیم در جدایه منتخب در شرایط رشدی مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس 
در بانک ژنی توالی‌های ژن اندوگلوکاناز در سویه های مختلف گونه باکتریایی که واجد بالاترین فعالیت اندوگلوکانازی بود جستجو شد و بر اساس 
اطلاعات به دست آمده اقدام به طراحی پرایمر جهت تکثیر ژن گردید. توالی قطعه تکثیر شده در بانک ژنی با توالی‌های موجود مقایسه شد. سنجحش 
فعالیت آنزیم نشان داد که بالاترین فعالیت اندوگلوکانازی به ترتیب متعلق به جدایه‌های باسیلوس سویتیلیس ۸2 (17/0.1 ۱/۹۲) باسیلوس 
سوبتیلیس 132 (17/0.۳1 ۱/۶۵) و باسیلوس سرئوس 313 ([0.20ذ17/۳ ۱/۵۱) بود. ارزیابی مولکولی ژن اندوگلوکاناز در باسیلوس سوبتیلیس 192 
مشابهت ۷۷ درصدی با ژن اندوگلوکاناز (185ع) باسیلوس سوینیلیس زیر گونه سوبتیلیس را نشان داد. همچنین بیشترین تولید اندوگلوکاناز جدایه 
باسیلوس سوبتیلیس 132 در غلظت ۸ گرم در لیتر کربوکسی متیل سلولز» 211 برابر با ۷ و فقدان نمک کلرید سدیم بود. توالی ژن اندوگلوکاناز این جدایه 
توانمند به عنوان یک توالی جدید در این مطالعه تکثیر و خالص شد و می‌تواند به منظور اهداف کلونینگ مورد استفاده قرار گیرد. 
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مقدمه 


سلولازها کمپلکس‌های آنزیمی با ۲ جزء اندو ۱و ۴ بتا دی 
گلوکان از (اندوسلوبیوهیدرولاز)» اگزو او ۴ بتادی گلوکان از 
(اگزوسلوبیوهیدرولاز) و بتا گلوکوزیداز می‌باشد. تمامی این سه جزء به 
صورت هم‌افزایی عمل می‌کنند تا پلیمر سلولز را به طور کامل به 
مونومرهای گلوکز تبدیل کنند. اندو ۱ و ۴ بتا دی گلوکاناز به صورت 
تصادفی بین فیبرهای سلولزی عمل کرده؛ انتهاهای احیاء کننده یا 
غیر احیاء کننده ایجاد می‌کند که توسط اگزوسلوبیوهیدرولاز مورد 


۱و ۲- به‌ترتیب دانشجوی کارشناسی ارشد میکروبیولوژی و استادیار گروه 
(- نویسنده مسئول: 61۴ :1201012 222102۷10۵ :اتفصط) 
۳- استاه گروه زیست‌شناسی سلولی و مولکولی و میکروب‌شناسی, دانشکده علوم و 
فناوری‌های زیستی, دانشگاه اصفهان. اصفهان. ایران 
3 :]10 


حمله قرار می‌گیرد و سلوییوز آزاد می‌شود. سلوبیوز در نهایت توسط 
بتاگلو کوزیداز به مونومرهای گلوکز هیدرولیز می‌شود (۱۶). 

سلولازها دومین آنزیم از آنزیم‌های صنعتی بزرگ مورد استفاده در 
تحارت هستند که کاربردهای صنعتی مختلفی مانند صنعت نساجیء 
تولید دترجنت‌هاء تولید غذای حیوانات و انسان» صنعت کاغذ و صنعت 
سوخت زیستی دارند. پتانسیل تجاری سلولاز در کارایی تبدیل سلولز 
به مونومرهای آن نهفته است. شهرت سلولازها به علت فعالیت در 
مسیر تولید اتانول از لیگنوسلولز می‌باشد. اتانول زیستی به عنوان 
جایگزین برای سوخت فسیلی در نظر گرفته می‌شود. با اینکه روش 
های مختلفی برای تبدیل توده سلولزی به اتانول وجود داره روش 
آنزیمی به علت سازگاری با محیط زیست و پایداری از معروف‌ترین 
روش‌ها می‌باشد. بزرگترین مشکل در راه کاربرد صنعتی سلولازها 
قیمت بالا و راندمان کم تولید آن‌ها می‌باشد. بنابراین هنوز مطالعات و 
تحقیقات بر روی سلولاز و یافتن سویه هایی با تولید سلولاز بالاتر 
ادامه دارد. هم‌چنین با ترکیب دانش مهندسی ژنتیک انتظار می‌رود که 
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سلولازها در مقدار فراوان تولید شوند و در بسترهای ارزان قیمت در 
زیست پالایی به کار روند (۵ و ۱۶). 

مایت اصلی تولید کنیته ساملا قازم‌ها یتمه سم راشف 
میکروارگانیسم‌های زیادی قادر به تولید سلولاز هستند اما تنها تعداد 
کمی از آنها مقادیر قابل توجهی از اين آنزیم را تولید می‌کنند. در میان 
باکتری‌های هوازی تجزیه کننده سلولز, بیشترین مطالعه روی 
سلولوموناس و کلستریدیوم انجام شده است (۷). این در حالی است 
که باسیلوس سویتیلیس از مهمترین باکتری‌هایی است که برای تولید 
سلولاز به کار گرفته شده‌اند. همچنین بیان سلولاز در برخی از گونه 
های باکتریایی از قبیل گونه‌های باسیلوس, سودوموناس فلورسنس: 
رالستونی) آتروپا و زیمومواس موبیلیس و همچنین برخی از گونه‌های 
مخمر از قبیل ساکارومایسس سرویسیه و پیشیا پاستوریس و برخی از 
گونه‌های قارچی از قبیل آسپرژیلوس و تریکودرم گزارش شده است 
.)٩(‏ خاک‌های جنگلی به دلیل غنی بودن از نظر مواد آلی سلولزی 
محیط مناسبی برای جداسازی میکروارگانیسم‌های هتروتروف مولد 
سلولاز بوده‌اند. به عنوان مثال در ایران در برخی مطالعات قبلی به 
غربال‌گری سویه‌های میکروبی در میان جمعیت‌های هتروتروفی 
جداسازی شده از خاک‌های جنگلی پرداخته شده است و جدایه‌های 
توانمندی به دست آمده‌اند (۱ و ۱۲) لذا هدف پژوهش حاضر 
غربالگری باکتری‌های تجزیه کننده سلولز از خاک‌های جنگلی استان 
مازندران که بیش‌ترین جمعیت هتروتروفی را دارا بودند و ردیابی و 
تکثیر ژن اندوگلوکاناز در جدایه‌هایی با بیشترین فعالیت آنزیمی بود. 


مواد و روش‌ها 

نمونه برداری: به منظور جمع‌آوری باکتری‌های تولید کننده 
سلولاز از خاک‌های جنگل‌های مناطق مختلف استان مازندران 
نمونه گیری به عمل آمد. پس از کنار زدن سطح رویی خاک از عمق 
۲-۳ سانتی‌متری خاک از ایستگاه‌های مختلف نمونه تهیه شد و به 
آزمایشگاه منتقل گردید. جهت شمارش باکتری‌های هتروتروف ابتدا 
۰ گرم از هر نمونه خاک به ٩۰‏ میلی‌لیتر سرم فیزیولوژی اضافه شد 
و به خوبی مخلوط گردید تا سوسپانسیونی با رقت یک دهم به دست 
آید. از سوسپانسیون حاصل رقت‌های مختلف در سرم فیزیولوژی تهیه 
شد و ۰/۵ میلی‌لیتر از هر رقت به طور جداگانه در سطح محیط آگار 
غذایی پخش گردید. محیط‌های کشت به مدت ۲۴ ساعت در دمای 
ره شاک گر اه رنه ار هی یش کلف ها اک ای 
حاصل شمارش شد و میانگین واحدهای تشکیل دهنده کلنی در هر 
گرم (ع/010)) از هر نمونه خاک با احتساب رقت و حجم مایه‌زنی شده 
محاسبه گردید. سپس از خاک‌هایی که بیش‌ترین جمعیت هتروتروفی 
را دارا بودند برای جداسازی باکتری‌های مولد آنزیم سلولاز استفاده 


جداسازی باکتری‌های تجزیه کننده سلولز: برای جداسازی 
باکتری‌های مولد آنزیم سلولاز نمونه‌ها به محیط کشت کربوکسی 
متیل سلولز (0386) برات با ترکیب ۶ گرم کربوکسی میتل سلولزه 
۵ گرم عصاره مخمر, ۰/۵ گرم آمونیوم سولفات و ۰/۲ گرم کلسیم 
کلرید در ۱۰۰۰ میلی لیترآب مقطر (۱) انتقال یافت. محیطهای کشت 
به مدت ۷۲ ساعت در دمای ۲۰ درجه سانتی گراد با سرعت تکان ۱۶۰ 
دور در دقیقه گرمخانه‌گذاری شد. سپس کشت‌های مایع به محیط 
کشت جامد کربوکسی مثیل سلولز حاوی 1۱ آگار و 1.۰/۰۱ کنگورد 
(0۷]0+5)) جهت خالص‌سازی انتقال یافت و به مدت ۴۸ ساعت 
در دمای ۳۰ درجه سانتی‌گراد گرمخانه گذاری شد. پس از طی شدن 
زمان انکوباسیون» کلنی‌هایی که در اطراف آنها هاله بی‌رنگ ایچاد 
شده بود برای آزمایش‌های بعدی انتخاب شدند (۱۴). جدایه‌های 
غربال شده از نظر خصوصیات میکروسکوپی» واکنش گرم و آزمون 
های بیوشیمیایی اولیه مورد ارزیابی قرار گرفتند (۴). 

سنجش فعالیت اندوگلوکاناز: باکتری‌های تولید کننده سلولاز 
که قبلا انتخاب شده بودنده در محیط کربوکسی متیل سلولز براث 
کشت داده شدند و به مدت ۷۲ ساعت در دمای ۲۰ درجه سانتی‌گراد 
با تکان ۱۶۰ دور در دقیقه رشد یافتند. سپس محیط‌های کشت با دور 
۱۰-۰ در دقيقه به مدت ۱۰ دقيقه سانتریفیوژ گردید و مایع رویسی 
آنها جهت سنجش فعالیت آنزیم جمع‌آوری شد. سنجش فعالیت آنزیم 
اندو گلو کاناز بر اساس اندازه گیری میزان تولید قند احیاء از سوبسترای 
کربوکسی متیل سلولز صورت گرفت (4۱۰ به اين ترتیب که ۱ میلی 
یتر از میج رویی با ۱ میلی لیتر محلول کربوکسی متیبل سلولز یک 
درصد و ۱ میلی‌لیتر از محلول بافر سیترات ۰/۱ مولار با 911 برابر با 
۵ مخلوط شد و به مدت ۲۰ دقیقه در بن‌ماری با دمای ۴۵ درجه 
سانتی‌گراد گذاشته شد. سپس ۲ میلی‌لیتر از محلول دی 
نیتروسالیسیلیک‌اسید (1((5)» با ترکیب ۱۰ گرم سود ۲/۵ گرم 
5( ۲ میلی‌لیتر فنل و ۰/۵ گرم سولفیت سدیم در یک لیتر آب 
مقطر برای توقف فعالیت آنزیم بد هریک از اولها اضافه شد و به 
منظور ایجاد رنگ مناسب دربن ماری جوش به مدت ۵ دقیقه 
قرارگرفت. پس از آن ۵ میلیلیتر آب مقطر به هر مخلوط اضافه شد و 
جذب نوری در طول موج ۵۴۰ نانومتر قراشت گردید. در نهاست با 
مراجعه به منحنی استاندارد جذب نوری غلظت‌های مختلف گلوکز 
سنجش شده با روش بالاء میزان قند آزاد شده در هر مخلوط اندازه 
گیری شد. هر میکرومول گلوکز آزاد شده در واحد دقیقه به عنوان یک 
واحد فعالیت آنزیم در هر میلی‌لیتر محلول آنزیمی (ل.عن/1۲) در 
نظر گرفته شد (۸). جدایه با بالاترین فعالیت اندو گلوکانازی برای 
ردیابی ژن رمزکننده آنزیم انتخاب شد. 

شناسایی مولکولی باکتری‌های تولیدکننده سلولاز: برای 
شناسایی دقیق گونه باکنری‌های مولد اندوگلوکانز از تکتیر و توالی 
یابی ژن رمزکننده 1657121۸ استفاده شد. استخراج ۸( با 
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استفاده از کیت شرکت پیشگامان انتقال ژُن (ایران) با شماره کاتالوگ 
0 انجام شد. ژن 165713۸ با استفاده از آغازگرهای 
عم ومی 27۳ 00010۸20-3 ]۲۲00 ]0۸0-*5) و 149215 
(011200۸۵۲1-3] ]۸00 ]5-۵0000) در واکنش زنجیره 
پلی‌مراز با برنامه حرارتی شامل یک دوره دمای ٩۵‏ درجه سانتی‌گراد 
به مدت ۵ دقيقه و پس از آن ۲۰ دوره با مراحل حرارتی ۹٩۵‏ درجه 
سانتی‌گراد به مدت ۲۳ ثانیه. ۵۹/٩‏ درجه سانتی گراد به مدت ۲۵ ثانیه 
و ۷۲ درجه سانتی‌گراد به مدت ٩۰‏ ثانیه انحجام شد. این برنامه بر 
اساس دمای ذوب آغازگرها بهینه‌سازی گردید. قطعه تکثیر شده در 
ژل آگارز 7/۱ الکتروفورز شد و باند تشکیل شده پس از استخراج از ژل 
با استفاده از کیت شرکت کیاژن (آمریکا) با شماره کاتالوگ ۲۸۷۰۴ 
جهت تولییابی به شرکت ژن فناوران ارسال گردید. تعبین توالی بد 
صورت یک طرفه انجام شد. توالی ژن در بانک جهانی داده 
یوتکنولوژی (۷0391 با توالی‌های موجود مقایسه شد و گونه باکتری 
جداسازی شده مشخص گردید. 

مطالعات آنزیم‌شناسی: با توجه به این که منبع کرین؛ 9۲۷ و 
نمک از جمله تأثیرگذارترین عوامل بر روی بیان سلولازهای 
باکتریایی معرفی شده‌اند (۲ و ۱۳) تأثیر این عوامل بر روی میزان 
تولید آنزیم در باکتری منتخب مورد مطالعه قرار گرفت. به منظور 
بررسی اثر منبع کربن» 01۷ و نمک کلرید سدیم بر تولید اندوگلوکاناز 
توسط جدایه منتخب. از محیطهای کشت کربوکسی متیل سلولز مایع 
به ترتیب با غلظت‌های ۲ ۴. ۶ ۸ و ۱۰ گرم در لیتر کربوکسی متیل 
سلولز به عنوان منبع کربن مقادیر ]0۳ ۴ ۵ ۵۵ ۶ ۶۵ ۷ ۸/۵ 
٩ ۵ ۸‏ ۹/۵ و ۱۰ و غلظت‌های ۰ ۲ ۵ ۱۰ و ۱۵ گرم در لیتر 
کلرید سدیم در ارلن‌های جداگانه استفاده گردید. به هر محیط کشست 
تعداد ۱/۵2۱۰ باکتری مایه‌زنی شد و به مدت ۷۲ ساعت در دمای 
۰ درجه سانتی‌گراد با سرعت تکان ۱۶۰ دور در دقيقه گرمخانه 
گذاری شد. در پایان آزمایش میزان فعالیت آنزيم در عصاره‌های 
سلولی پس از سانتریفوژ اندازه‌گیری شد. کلیه آزمایش‌ها در ۳ تکرار 
انجام شد و برای بررسی اختلاف میانگین‌ها آزمون ناپارامتری 
کروسکال- والیس مورد استفاده قرار گرفت. در تمام آزمون‌ها سطح 
خطای ۵ درصد در نظر گرفته شد. 

تکثیر ژن اندوگلوکاناز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی: 
پس از شناسایی گونه باکتریایی که واجد بالاترین فعالیت سلولازی 
بو توالی ژن اندوگلوکاناز در سویه‌های مختلف آن در بانک جهانی 
داده بیوتکنولوژی (061) جستجو شد و توالی ژن‌ها با درصد بالای 
تشابه به دست آمد. سپس بر اساس اطلاعات به دست آمده آغازگرها 
در برنامه 011807 همراه با جایگاه برشی ]807۳1 و آ7717011 روی 
ادایتورهای پلاسمیدی طراحی شدند تا بتوان در تحقیقات بعدی از 
قطنه تکفیر له برای فمیانهتبازی که ایتفاده تموه. این آغازگرهای 
اختصاصس ی شش امل ۲-۵000 (-5 


۲000۸۵۵۵0020۸0 00۸) و 1-60000 
(۸0-3 ]0011017100011000 5-۸۸) در واکنش زنحیره 
پلی‌مراز با برنامه حرارتی شامل یک دوره دمای ٩۵‏ درجه سانتی‌گراد 
به مدت ۵ دقيقه و پس از آن ۳۵ دوره با مراحل حرارتی ۹٩۵‏ درجه 
سانتی‌گراد به مدت ۶۰ ثانیه ۶۰ درجه سانتی‌گراد به مدت ۵۰ ثانیه و 
۲ درجه سانتی‌گراد به مدت ۶۰ ثانیه و در نهایت یک دوره دمای ۷۲ 
درجه سانتی‌گراد به مدت ۵ دقبقه انجام شد. این برنامه بر اساس 
دمای ذوب آغازگرها بهینه‌سازی گردید. 


شمارش و جداسازی باکتری‌ها: نتایج شمارش باکتری‌های 
هتروتروف نشأن‌دهنده وجود بیشترین تعداد باکتری‌های هتروتروف در 
ایستگاه 1 جنگل سیاکلا بود (جدول ۱ پس از آن ایستگاه ۸ جنگل 
نانواکلا و ایستگاه ) جنگل سی‌سنگان به ترتیب بیشترین تعداد 
باکتری‌های هتروتروف را دارا بودند. 

از ۸ ایستگاه جنگلی منتخب که در جدول ۱ مشاهده شد. تعداد ۸ 
جداید برتر تولید کننده سلولاز در محیط کشت +066 انتخاب 
شک که سمل لانشن ضایر رات قالط انز لانشن 
آنها در جدول ۲ آمده است. نتایج نشان دهنده بالاترین فعالیت آنزیم 
اندوگلو کانازی به ترتیب در جدایه‌های ۰۴2 ۸2 و ۲13 بود. 

شناسایی مولکولی جدایه‌های منتخب: تکثیر ژن 165۳11۸ 
منجر به تشکیل باند ۱۵۰۰ جفت بازی پس از الکتروفورز بر روی ژل 
آقارر گردید اشکل ۱ فایج کوالی,ییابی محصولات ۳0۳ خالش 
سازی شده از ژل و جستجوی توالی‌ها در بانک جهانی داده 
بیوتکنولوژی (۵61) نان داد جدای ه‌های 182 و ۸2 با 78٩‏ 
مشابهت متعلق به گونه باسیلوس سویّتیلیس بودند. همچنین جدایه 
3 با ۹٩‏ مشابهت متعلق به گونه باسیلوس سرئوس بود. قرابت 
جدایه‌ها در نرم افزار 10۸-6 به صورت درخت فیلوژنی به دست 
آمد (شکل ۲). 

شناسایی مولکولی جدایه‌های منتخب: تکثیر ژن 165۳1۸ 
منجر به تشکیل باند ۱۵۰۰ جفت بازی پس از الکتروفورز بر روی ژل 
آگارز گردید (شکل ۱ الف). نتایج توالی یابی محصولات ۳۴ خالص 
سازی شده از ژل و جستجوی توالی‌ها در بانک جهانی داده 
بیوتکنولوژی (۵61) نان داد جدایه‌های 182 و ۸2 با 18٩‏ 
مشابهت متعلق به گونه باسیلوس سوّتیلیس بودند. همچنین جدایه 
3 با ۹٩‏ مشابهت متعلق به گونه باسیلوس سرئوس بود. قرابت 
جدایه‌ها در نرم‌افزار ۱10۸-6 به صورت درخت فیلوژنی به دست 


آمد (شکل ۲). 
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جدول ۱- شمارش کل باکتری‌های هتروتروف در ایستگاه های جنگلی مورد مطالعه 
م6660 حاصص مه از کصمتاهای اعع۵] 0عن0یای عظ) صا کی احتهاوه »تصاصمامعاعظ هام ۵۶ والناعع: 16 -1 12016 
پس نت خاش + ینس تن ی جد 


نام ایستگاه 
سه هزار. ‏ سی سنگان ایزدشسهر نور نمک آبرود سومعه سرا سیاکلا نانواکلا جنگ 
2۳ اای ترا ۲طقطاو0 12۵ 00۲( هه 0( 52 12( مصصوص ۲6 
۳ )60( )۲ 1۳( 0( )5( )۸ 010۵ 
جمناهاه 
میانگین شمارش 
۱ ۹-0۴ 1 0۴ ۱ 0 2.53010 ی 
(012)) 
جدول ۲- باکتری‌های تولید کننده سلولاز غربال شده در محیط کشت +0۷۲0 
یاهع مه مهو ۳۵0 مقصمم رها 0ممعی همه مه معقامالعی -2 12016 
فعالیت اندوکلوکانازی تولید اسید از ۱ ۱ 
و ‌ و شکل و واکنش گر 
۱۷/۱ گلوکز حرکت کاتالاز اکسیداز 99 ۶ نام جدایه 
20 ات جنلنام۷ مععاهام) -. مععن0 و ۱ 
(ادهنه/ا) ۱۱0۵0( اسالستا 
6 ۲0۲۳ 
15 دِ + دِ دِ باسیل 9 22 
0 01۵1-00۷ 
116 ۱ ۲ + ِ کت و۳990 ۸4 
1 005111۷ -ه) 
140 ۲ + ۰ ی ی 81 
1 05111۷۶( -ه) 
۱92 ِ ظ 4 باسیل گرم مثبت 82 
0 0121-00۷ 
۱12 ۲ " 4 ۲ ی ات 81 
۵ 068221۷۵ -ه1) 
095 + ۰ باسیل گرم منفی ۳1 
0 0۵-۷ 
ره 
121 + 2 ِ" ِ باسیل گرم منفی 14 
0 0210-0622۷70 
با گرم مثبت 
151 + + + + پاسیل گرم مث ۳3 


در مطالعات دیگر در خاک‌های جنگلی ایران برای جداسازی 
باکتری‌های تولید کننده سلولاز. جنس باسیلوس از جمله باکتری‌هایی 
با بیشترین فعالیت آنزیم سلولاز بوده است. در پژوهشی که توسط 
پاست و همکاران (۱۲) بر روی ۴۰ باکتری جدا شده از خاک نواحی 
مازندران انجام شد تعداد ۲۴ باکتری جدا شده در جنس باسیلوس 
شناسایی شدند که در محیط کریوکسی متیل سلولز قادر به تولید آنزیم 
سلولاز بودند. همچنین. آساره و همکاران (۱) باکتری‌های ترموفیل و 
مزوفیل تولید کننده سلولاز را از خاک جنگلی چیتگر واقع در سهر 
تهران در حضور سلولز میکروکریستالی به عنوان تنها منبع کربن, با 
استفاده از تکنیک زایموگرام در پلیت جداسازی و خالص‌سازی کردند 
و جدایه‌های دارای بیشترین فعالیت آنزیم سلولاز را از طریق توالی 


)01210-005111 ۷0 0 


یابی ژن 1651۳5۸ شناسایی نمودند. این جدایه‌هابه جنس‌های 
جتوباسیلوس, باسیلوس و کریسوباکتر تطق داشتند. فعالیست 
اندوگلوکانازی باسیلوس سوبیلیس جدایه 32 در بررسی حاضر در 
حدود ۱/۹۲ واحد در یتر در دقیقه بود که نسبت به بیشتر مطالعات 
قبلی بالا می باشد. ستی و همکاران (۱۵) باکتری‌های مختلف تولید 
کننده سلولاز از جمله باسیلوس سویّتیلیس را از خاک جداسازی کردند 
و بیشترین فعالیت سلولازی آنها را در حدود ۰/۹ واحد در میلی‌لیتر در 
دقيقه گزارش کردند. لیانگ و همکاران (۶) باکتری‌های مختلف مولد 
سلولاز را از خاک جداسازی کردند.برترین جنایه مولد سلولاز متعق 
به جنس بورخولدربٍ با بیشترین فعالیت سلولازی ۰/۲ واحد در میلی 
لیتر در دقیقه بود. پندی و همکاران (۱۱) فعالیت ان دوگلوکانازی 


ردیابی ژن اندوگلوکاناز در باکتری‌های تجزیه کننده سلولز غربال شده از خاک‌های جنگلی مازندران. ایران 


باسیلوس سوبتیلیس جداسازی شده از خاک ر برابر با ۳/۸ واحد در 
میلی‌لیتر در دقيقه گزارش کرده‌اند. مطالعه ما نشان داد جنگل‌های نور 
از جمله بهترین مکان ها برای جداسازی سویه‌های توانمند باکتریایی 

ردیابی ژن کد کننده اندوگلوکاناز در جدایه منتخب: با توجه 
به این که باکتری باسیلوس سوبتیلیس جدایه 82 بیشترین فعالیت 
اندوگلوکنازی را نشان داد ژن سلولاز در اين باکتری ردیابی شد و 
بای تکثیرآن جفت پرایمرای ۳-60000 
(۸۲0]101210 ]۲00۸۲0۸۵۵00۲۲0 60۸)) و 1 
مقس (۸۵۲۲0۵6۵۲۲06۵6۲۸6 ۲0۲ ۸۸۵0۲) طراخی 
گردید. 

تکثیر ژن اندوگلوکاناز در سیلوس سویتیلیس جدایه 172 منجر به 
حصول قطعه ۱۵۰۷ جفت بازی گردید که تصویر ژل الکتروفورز آن در 
آگارز ۱// در شکل ۱ ب مشاهده می‌شود. توالی‌یابی ژن ان دو گلو کاناز 
تکثیر شده و مقایسه توالی آن در بانک 091 مشایهت ۷۷ درصدی 
با ژن اندوگلوکاناز (اع») باسیلوس سویتیلیس زیر گونه سوبتیلیس (با 
شماره دسترسی ۱)_000964.3 در 21/() نشان داد که توسط بلدا 
و همکاران (۲) در کل ژنوم باسیلوس سویتیلیس زیر گونه سوبتیلیس 
ثبت شده است. این توالی در بانک جهانی داده بیوتکنولوژی (0521)) 


5و 


5 


ت 


خس. خست سه 
حترت 
وت 0 2 


جسست ن را 7 50 1 


هه ۱۱۱۷۱ ۱ ۱ 


جع واع تا دج 


الف (۸) 


ب (1) 


۷۷ 


با شماره دسترسی ۷116158077 ثبت گردید. پندی و همکاران (۱۱) 
دادند و از بین آنها توالی‌های اندوگلوکاناز ثبت شده در سویه‌های 
باسیلوس ر برای طراحی پرایمر انتخاب کردند. توالی به دست آمده در 
مطالعه حاضر با اندوگلو کاناز دیگری از جمله اندوگلو کاناز ثبت شده 
توسط پندی و همکاران (۱۱) مشایهت نشان نداد. 

تأثیر منبع کرین» 011 و نمک بر تولید ان‌دو گلوکاناز در 
جدایه منتخب: به دلیل این که جدایه 132 بیشترین تولید آنزيم 
اندو گلو کاناز ر در میان باکتری‌های جداسازی شده دارا بوده سعی 
گردید تولید آنزيم توسط این جدایه با تغییر شرایط رشد ارتقاء یابد. 
نتایج بهینه‌سازی غلظت‌های منبع کربن و نمک کلرید سدیم جهت 
تولید اندوگلوکاناز در جدایه منتخب 32 در نمودار شکل‌های ۲ ۴ و ۵ 

جدایه 12 در غلظت‌های مختلف کربوکسی متیل سلولز به عنوان 
منبع کربن قادر به رشد بود اما بیشترین فعالیت اندوگلوکانازی در 
غلظت ۸ گرم در لیتر با اختلاف معنی‌داری نسبت به سایر غلظت‌ها 
مشاهده شد که بیشتر از مقدار مورد استفاده در محیط کشت 
کربوکسی متیل سلولز براث (۶ گرم در لیتر) می‌باشد (۱). 
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شکل ۱- الف: زل الکتروفورز محصول ۳۶ زن 165127۸ بر روی ژل آگارز ۱//. چاهک 120 مارکر ۱۰۰ جفت بازی. چاهک (۱): نمونه باند تکثیر 

نسده. ب: نتیجه ژل الکتروفورز جهت بررسی محصول ۳01 زن اندوگلوکاناز بر روی ژل آگارز ۰.7.۱ چاهک 120 مارکر ۱۰۰ جفت بازی. چاهک (۱): 
کنترل منفی. چاهک (۲): باند تکثیر شده با پرایمرهای اختصاصی زن اندو گلو کاناز 

عاصرصصوء 2 :1 ۲۵۱۱ وما تمه 100 :۱۲۵۱ نا لمع 1۵ 6و0ووه م۵ ۵۵0 ۳0 مرمع 1691۸ ۵ وامهتمصن0ععاه 6۵ ۸۰ -1 عاهز۲ 


0 2821016 0۵ 0۳۵00 ۳۸ مهم م6عفصهساوم0صه اه واه ۲۵۲ مزفممصانمتمعاه آعع ۵۲ )ناکم ۲۳۵ ۰ظ ,۱۵20 0ع1ام‌صره عمط 0۶ 
0۲ مان مره مصرلعته موه 0ع1تامرحصصيه عمط 2۰ ۲۵۱۱ راماصری ۱۵۵2۵۷۵ :1 ۱۷۵۲۱ ماه و100۵ :۲۵۱۱ 0ص .26 


2006 


۸ نشریه آب و خاک. جلد ۰۳۴ شماره ۱. فروردین - اردیبهشت ۱۳۹۹ 


1 46 وااطاره ونااهح8 
1 0871897 دندرب وقو8 
۹ ۳ عااخاره: ونااه‌د8 
1 ۸ و )ذرده مکی 
1 ۵/8 8201005 ۱ 
1 ایند وناامو8 

ان کباات53 ,۱۱ ۸۵ 


1 دایب ورلاو8 


71 نار وناتمو8 1" 


1 ۷ کا نار ونامو8 
41 و تاداع جناد8 


1 44 ونوا موواهار0و جناتو8 


نون دجم 


1 336984عل ورلامیج ویلامع8 
1 4۱291 + ومعاوی بوبازمو8 ۲۱۱ 
1 004 یاوه وتو 


1 و9 وبلات8 


اس 


1 وروی عرلاتو8 
خی وراج ۲ ۵ 

1 509 و20۱۷ و8 
1 و نومه و۱۵ عیاتد8 
1 و وواننوده» ات8 

1 05 جههت ولاوق | 

3 زر وروی وناامو8) 


3 
1 لا جی‌یی ورازبوق 


1 نامع هجیتن 


شکل ۲- درخت فیلوژنی جدایه‌های باکتری مولد سلولاز که شامل گونه‌های باسیلوس سوبتیلیس و باسیلوس سرئوس می‌باشند 
5 ک5015 200 و۱0۶ ۶۵۵/۸5 ۱00۵0102 معادامع۱ امنه) 02 عمنه ۵0 ععهام للع معط ۵۴ معا »نصمع۳۳۲۱۵ -2 مبباعز۲ 


فعالیت (واحد در دقیقه در میلی لیتر) 
(اص.صنصها) تاد 


2 4 6 5 10 


غلظت کربوکسی متیل سلولز (گرم در لیتر) 
(1/ع) 60۵0 60۵۵680۵60۵ 21 
شکل ۳- تأثیر غلظت‌های مختلف منبع کربن کربوکسی متیل سلولز بر تولید اندو گلو کاناز توسط جدایه 192 در محیط کشت کربوکسی متیل سلولز 
برات 
اختلاف میانگین بین گروه‌هایی که حروف آماری مشترک دارند. از لحاظ آماری معنی‌دار نیست (0>۰/۰۵). 
۵ 0۳0۵00610۴ 8106210256 00صه جن ععا0و مموانجی مومااامی طام نمی ۵ مصمتاحطصومعصی هگنل 0 امعله م1 -3 مساهز۲ 


تمه مرها عفماصالی اوط)مصهمطاتجی صز متقای 2ظ وه 
۰ م2٩‏ مصا از ۷۵0« مه ومع مط عع07عه ممعو مم۷۵ فعمممعان اصوعزتصوزه ولاز 


ردیابی ژن اندوگلوکاناز در باکتری‌های تجزیه کننده سلولز غربال شده از خاک‌های جنگلی مازندران. ایران ۰ ۷۹ 
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شکل ع- تأثیر 1 محیط کنست بر تولید آنزيم اندوگلوکاناز توسط جدایه 132 در محیط کنست کربوکسی متیل سلولز براث 
اختلاف میانگین بین گروه‌هایی که حروف آماری مشترک دارند. از لحاظ آماری معنی‌دار نیست (0>۰/۰۵). 
ههام )مه دمصانری صا ای 2ظ رها ماو میامن عقفصه 0۵ص من اهر مرتقعصص م لت 0 اععه 1۳6 -4 مباهز۲ 


اابزایت ۱ 
۰ م2 معط از ۱7۵0مطو ومربامع مه مممب۵0ه ۵و ۸۵۲۵ ععمصمتمنل )جوز ولاز 


15 


10 


۸ 


فعالمت (و 
۱ 


9 


تس 


احد در دقبقّه در میلء 


را .)۱۲ص 


لیتر) 


کلربد سدیم 
(۶۵) )۸ 
شکل ۵- تأثیر غلظت‌های مختلف نمک کلرید سدیم بر تولید آنزیم اندوگلو کاناز توسط جدایه 82 در محیط کنست کربوکسی متیل سلولز براث 
اختلاف میانگین بین گروه‌هایی که حروف آماری مشترک دارند» از لحاظ آماری معنی‌دار نیست (0>۰/۰۵). 
ص نوی 32 و ماو ممتا0 ۵۵ مقهصه اه 0۵ص م )هو ماه نمی ۵۴ عصمتاح‌مجهعصی امعم 0۶ ]۵1 16 -5 عاع۲1 


تمه مرها موماصاامی رطامصه ندهمهاننهم 
۰ مهو معط از ۱7۵0مطو ومربامتع مطا هماع ۵و ۸۵۲۵ ععمصمتمنل اصهم‌تلنصوزه ولاز 


بهترین 911 برای تولید سلولاز در در محدوده ۷ با اختلاف 
معنی‌داری نسبت به سایر مقادیر 11 بود و تولید آنزیم در محدوده 
۳7 برابر با ۶/۵ تا ۷۵ درصد حفظ می‌شد. این در حالی است که 
جدایههای باسوس جداسازی شده از خاک جنگلی چیتگر در تهران 
نیز در 911 برابر با ۷/۱ بهترین عملکرد را نشان دادند (۱)» باسیلوس 


آمیلولیکوئی فاسینس جداسازی شده توسط یی و همکاران (۱۸) نیز در 
7[ برابر با ۷ بالاترین تولید اندو گلوکاناز را نشان داده است. هم‌چنین 
در مطالعه حاضر نمک کلرید سدیم در غلظت‌های بیش از ۲ درصد به 
طور معنی‌دار موجب کاهش دهنده تولید اندوگلوکاناز توسط باسیلوس 
سوبتیلیس جدایه 2 شد. به‌طوری‌که باکتری جداسازی شده قادر به 


۰ نشریه آب و خاک. جلد ۰۳۴ شماره ۱. فروردین - اردیبهشت ۱۳۹۹ 


ادامه تولید اندو گلوکاناز در غلظت‌های ۲ و ۵ درصد نمک به‌ترتیب به 
میزان ۷۵ و ۶۵ درصد از تولید در محیط بدون نمک بود. مطالعات 
مختلفی بر روی تولید سلولازها در محیطهای نمکی انجام شده است 
که در میان آن‌ها مطالعه ونگ و همکاران (۱۷) از جمله تحقیقاتی 
است که در آن بالاترین تولید و فالیت سلولاز در گون‌ای از باکتری 
سالیوویبریو در محیط حاوی کلرید سدیم اندازه‌گیری شده است. به 
طوری که بیشترین تولید و فعالیت در حضور 4۵ کلرید سدیم مشاهده 
شده است و این مقدار با افزایش نمک سدیم کلرید تا غلظت ۲۵ به 
۴ تولید اولیه کاهش يافته است. 


۲ در 011 خنثی بود و تولید آنزیم در محدوده 011 اسیدی ضعیف 
تا ۷۵ درصد حفظ می‌شد. هم‌چنین باکتری جداسازی شده قادر به 
ادامه تولید اندو گلوکاناز در غلظت ۵ درصد نمک به میزان ۶۵ درصد از 
تولید در محیط بدون نمک بود که اهمیت استفاده از این باکتری 
جهت حذف باقی‌مانده‌های سلولزی در محیطهای شور را نشان می 
دهد. ژن اندوگلوکاناز به دست آمده از اين باکتری در بررسی حاضر 
دارای توالی جدیدی می‌باشد و محصول آن دارای فعالیت مناسبی 
نسبت به سایر اندوگلوکانازهای باکتریایی است. با افزایش بیان این 
ژن در همین سویه یا سویه‌های باکتربایی دیگر می‌توان از آن برای 


تولید بالای اندو گلوکاناز در صنعت انرژی زیستی استفاده کرد. 

نتیجه گیری 
بررسی حاضر با هدف غربال گری سویه‌های توانمند تولید کننده 
اندوگلوکاناز از خاک‌های جنگلی مازندران» بهینه‌سازی فعالیت آنزیم و 
ردیابی ژن رمز کننده آن در باکتری‌های تجزیه کننده سلولز جداسازی 
شده از خاک مناطق جنگلی مازندران انجام شد. جدایه‌های باسیلوس 
سوبتیلیس ۸2 دارای فعالیت بالای ان دوگلوکانازی (1.صنه/ن] 


سپاسکزاری 


در اختیار قرار دادن تحهیزات آزمایشگاهی قدردانی می‌شود. 
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۰ مهم عط ۲0۶ 02102 0مصتهاداه عطا رم 6و2 06512860 ۱7۵۲۵ وتعصصتين عط هه لصظ صعی صا 1۳۷65122060 

جمتاهاه کج تهطاصصناط اومطعنط مط) 760«مطو مصتاصمی متصهامهها متطاممتامعاعظ 0۶۲ فلناعع1 مط [. +مزففیهکز مضه و6لنعع1 
اعمطاعنط عطع مقظ اعمعم مفعمصهعتی) 0 ممتقاه 20 (افعع10 هاهممهاه) هر صمتاقاه رااممناوموهاناو. ,قمع ملاملو) ظ 
معقلتلام وم بطوله مفصمتفاه ]10169 ۵۱60۲60 اوه عطا صمز .۲۵9۵۵00۷۵ بهتتمامهها متممتا0تعاعظ ۵ تم‌ماناط 
6 ۱۵65 م۲ ,صصتتلمصر مها موملباام ‏ اوطاممظ نتودایقه. صا 0ماععاعو . همم وعاقا180. عمتمنال2۳۵ 
م(لصصصتص/۱۲ 1.51) ۳3 مه ورلصصمتصه/نا ومیل 2ظ ات۲ 01.92 ۸2 وماعامعد مطا 6۵ 0۵۱08260 ۷۵۲۵ 2011۷1669 
عم 0صد ۵ 1500 2 ۵۶ عمتتحصصیم؟ فط صا 1660وع۲ مصعع 168/۴۵۸ فط ۶ه ممتاه‌ظنامصه م1 .براه۷ ]۲۵۹۵60 
2 2ظا ٩30۱760‏ فامنالمج کاظ کلام معط ۵۶ فافع ممتمممناوعو .ولوعتمطم0تامع۵ امعم و0هعه ما فلفعتمطم0ا0عام 
061/۷6 0 0عمصم۱ع0 معاح 1501206 ۲3 .اتتدانصته 992۵ طاذه 11وی عاانع6ظ 10 60عهم61ظ 15012165 ۸2 0هه 
020۲612 عصمت۳۵0 مفقلنلام ۶ ممتام1501 10۲ صویا که ولامو ۶۵۲۵۵۲ مط) صا وعنتاه تقطام ما .راتنج‌اتصته 9946 )۷1 
۲ 121 0۱60و تاو تصمومتن مظ1. ,فم‌منالمه مرجم مفهابلام ع7ام2 ]عمط معط ]۵ موم صععها 0 عاااع0 
۵۵ 001 ۱1162010۴8 مه کل .فصتماه عمم‌نال0عم-عفهاناامع آمترمامهه میقامع1ً م ۵12665 65۲ عط هعمصه وعه واوع01] 


40 191216 ,طعصحرظ موزته ما۴2 رو مامزهام۲۱۵ ۱۷ ۵۶ )ممصانهم1۱(6 رتمووع۲۶۵1 ]صهاوتوع۸ مه «وم[۱۷۲1۱۵۵91۵ طا ,۱۷۲,9۵ -2 4صه 1 
۰ ,1۳21 رصهطه۶و1 ,تفه تون 

(26.1 :6۵12101۵12 ۱1 مه :تفع ممطه مصت‌طمصومتزمن -۶) 

مج ععصملمو لهمنعم1مظ ۵۶ هلنمه۲ راوماماطاهمع۱ مصه ب«عمامنظ مهانهع۵۱] مصح للم ۵۶ )صمصانهممونا ردمووع]۵زظ -3 
صد رصحطحع1 رصمطفکع1 ۶ه توهتتصنا رناومامصطمع 1 

10۵]: 3 


ردیابی ژن اندوگلوکاناز در باکتری‌های تجزیه کننده سلولز غربال شده از خاک‌های جنگلی مازندران. ایران 


۶ ماه تدلنامع۱۷]۱۵1 .60نامصصه قهب طاعععا 0 1072 18 ووقصهه‌باعملصه گم ومصمنا0عو لهام] عطع 0ص 912860ع0 
۵ 1۱8 (وواع) معهع مفمصهتآوه0جه مطا م6 بتتماتحدله 77۵ ٩30۱۷60‏ (2ظ) وزاتاواای کسااتععظ صا مصعع موهصهء‌بآوم0وم 
0 3۵6 ععمصح معمصهء‌ناوم0مه گه ممتامنلمعن )فعطونط مطا 240ظ 2ظ صتدته معط معصته .عنلتاهانه .دناد زاره 
136 عمتومهل ها صتقطه عنط عصتفدا فرعم مطا ۵۶ ممتاعنلمت مطا معصقطمه مه 0مامصطهااه ۷2۵ 11 رقتتعامه9 
2٩ 2 0‏ موملبالمه آرطامن رصان ۵ فممتاهتممعوم اصممملنل 2 «مع م] ماطاه ۳/28 52 19012106 م1 .مومع 
کم نصعنو ۵ طااه ناه 5 ۵۶ ممتاجتجمعومه مطا که ۲۵0وموهاه وه انامه م6ف8مصهمناآوم0صه )فعطونط مط) ناه رمم‌تنا0و 
0 ۷۵۵ ]521 ۱0100 مصتاتلمو ۵۶ معصموماه مطا 0ص2 7 م6 آقناوع ۵۳۱ م1 .عصمتاججهعصمن ماه مه ۲۵0هم0۵ 110168608 
۰ ما رها متامنا مج مفقصهماعملصو ]ومطونط )صوع‌نصونه م4 160 

۷ جح اه مصت اعت مطا ۲0 0متمومز مج تاه عنام فمصنهاهاه مصعع ۵۱0086۵6 ۲8 خممتعسل‌مومن) 
40 ۷/۱0 معمهمهمناعم0صه آهترمامهه متمامتمج قطان صقطه نامه مامافصتهفیه معمصظ 0عمطاه مصر2صع 1۳6 .ععصمنا60و 
0 ۵۵0 20 متفه آمتمامده لممملووععمه طونط ملصا 60ع00ماصا وا صقع معصمتا0عو فلظ1۳. ,4160ناو صقعها «افنا0۳۵۷1۵ 
۰ ممز م1 ر010-۵2۵2 ۲۵۲ مفقمهم‌باع موه ۵۶ فاصتامصصع طعتط ممتاعم۳م 


2 ۹0۱ ,عصعع 96۵1۱۵86 ]و1۳00 باراد ]۵61 1۵۲۱۷۵۲۹۵۹۰ 


۸۳ 


